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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
5'一グアニル 酸ナ トリウムは,5!一イノ シン酸 ナ トリウムや,L一 グル タ ミン酸ナ トリウ
ムと共 に広 く調味料 として利用 されて お り,そ の製造法 は酵母 の核酸 を加水分解 す る所 謂
「分解法」,あ るいは5-a皿ino-4-imidazolecarboxamideribosideを発酵 によ って
生産 し,こ れを化学 的に グア ノシンに変え,更 に リボー スの5ノー 位 を リン酸化す る方法な ど
がある。後者 の製法 においては5-a.mino-4-imizazolecarboxamideribosideの代
りにグアノ シンが発酵 によ って直接生産 され るな らば,製 造工程 は著 しく簡略化 され実用的
な意義 も大 きい。 このよ うな理 由か ら,著 者 は発酵 によ りグア ノシンを生 産す ることを 目的
と して本研究を行 った。 その結果,B・subtilisのイ ノシン生産 菌か らプ リンヌ ク レオチ ド隼
合成系 の調節機能 を撹乱 された変異株 を誘導 し,そ の変異 株の中か らグア ノシ ン生産菌 を採
取す ることに成功 した。 さらに,該 菌 の グアノ シン生産 条件 の検 討,グ ア ノシン蓄積機構 に
関す る考察 を行 った。
第2章B.subtilisの イ ノ シ ン 生 産 菌 か ら グ ア ノシ ン生 産 菌 の誘 導
2-1)変 異株 の誘導 方法
グアノ シン生産菌 を誘導 す るための親株 と して,イ ノシ ン生産菌B.subtilisAJ-1987
株 を選定 した。 その理 由は,B.subtilisIAM-1523株か らX線 照射 によ り誘導 された数
十株 のイノ シ ン生産菌 の1つ であ り,IMPdehydrogenaseおよびXMPaminaseが欠損
していない こと,胞 子形成能 を欠 いてい るので培養 中に胞 子形成 な どの複雑 な生理現象 がな
い こと,培 養液 が粘稠 にな らない こと,栄 養要求 が簡単 な こと,従 って実験 の解析 が容易 に
な ることな どであ る。
前記 した イノシ ン生産 菌を親株 と し,そ のIMPdehydrogenaseに対 す る5'一GMPに よ
る調節機能 を何 らかの方法によ って撹乱 す ることがで きれば,5LIMP(イ ノ シン酸)がイ
ノ シンに分解 されて菌体 外に排泄患 れ る前に,5ノーXMP(キ サ ンチル酸)か ら更 に5{一{劃P
(グアニル酸)へ 反応を進行 させ,グ ア ノシン生産性 へ発 酵変換せ しめ ることが可能 ではな
いか と考えた。
そ こで・ プ リンヌク レオチ ド生合成 系の調節機能 が撹乱 された変異株を イノ シン生産菌 か
ら誘導 す る手段 と して,B・subtilisAJ-1987の生育 を阻害 し且つ・グア ニ ン添 加によ っ
て生育が回復す る作用を もったプ リン塩基の構造類似化合物(以 下プ リンアナ ローグと略す)
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に対 す る耐性 変異株 を誘導 す る方法 を とった。 その耐性変異株の中か らグアノシ ン生産性 に
発酵変 換 した変異株 をス ク リーニ ングす る方法 と しては,親 株の イノシ ン生産培地 に培養 し,
その蓄積物 を検索 した。
試み たプリンアナローグは,8一アザグアニン,6一 チオグアニン,2,6一ジクロロプ リン,
2一チオー6一 オキシプ リン,6一 メルカプ トプ リZ2,6一 ジアミノプ リンの6種 である。耐性菌
の誘導は,各 プ リンアナローグを含む最少培 地を用いて偶発突然変異法 によ り行 った。
2-2)プ リンアナ ローグ耐性変異株 の プ リンヌク レオ シ ド生産性 の検索
イノシ ン生産菌B.subtilisAJ-1987から誘導 した各種 プ リンア ナ ローグ耐性 コロニ
ーを夫 々500～600個 つつ釣菌 し,第1表 に示 した培 地で培 養 した後,そ の生 産 物の検索
を行 った。第1表 に示 したよ うに,8一アザ グアニ ン耐性 コロニーの 中にイ ノシ ン生産性 か ら
他 のヌク レオ シ ド生産性 に発酵変換 した2個 の コロニ ー(P-246お よびAJ-1994)が
見 い出 された。 その他 のプ リンアナ ローグ耐性 コロニーか らは発 酵変換 菌は見 い.出され なか
った。
コロニーNαP-246お よびAJ-1994の 蓄積物 につ いては,ペ ーパ ークロマ トグ ラム上
の紫 外線吸収 スポ ッ トの位置およびその紫外線 吸収曲線か らキサ ン トシ ンと判定 した。又,
このキサ ン♪シン生 産菌は アデニ ン要求性 であ った。
2-3)キ サ ン トシン生産菌AJ-1994株 か らグアノシ ン生産性細胞 の選出
ここに分離 したキサ ン トシ ン生産菌 の中に,若 し極 く少数 のグアノ シン生産性細胞 が含 ま
れ ていて も,そ れ らが生産す るグアノシ ンをペ ーパ ークロマ トグ ラム上 では判定す ることは
極 めて難 か しい。 そこで,AJ-1994株 を再度singlecolonyisolationlこよ って純化
すれば,グ アノシ ン生産 コロニーが分離で きる可能性 があ ると考 え,200コ ロニ ーについ
て蓄 積物 の検索 を行 った。 その結果ペ ーパ ークロマ トグラム上の紫外 線吸収 スポ ッ トの位 置
および その紫 外線吸収 曲線か らグアノ シンと推定 され る物質 を蓄積す る1個 の コロニ ーを見
い 出 した。 これをAJ-1993と 命 名 した。
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第1表 プ リンアナ ロー グ耐性 コロ三 一の培 養結果
培養 した 生 産 物 の 検 索
耐 性 コ ロニ ー の種 類 コ ロニー 数 イノ シンを生産 他のヌクレオシ ドを
した コ ロ ニ ー数 生産 したコロニー数
(個) (個) (個)
8一アザグァニン 耐 性 菌 600 598 2
6一 チ オ グ アニ ン 〃 600 600 0
6一 メル カ プ トプ リン 〃 600 600 a
2,6一ジ ア ミノ プ リン" 500 500 0
2,6一ジ ク ロロ プ リン" 600 600 0
2一 チオ ー6一 オ キ シ プ リン 〃 500 500 0
耐 性 菌 誘 導 用 培 地 組 成(%)
グ ル コ ー ス1.0,(NH4)2SO40.1,KH2PO4α846,
MgSO4・7H200.02,ク エ ン酸 ナ ト リ ウ ム0。05,
カ ゼ イ ン水 解 物(Difco,Vitamin-free)0.5,ア デ ニ ン0,01,
寒 天2.0,プ リ ン ア ナ ロ ー グ0.03～0.08,
生 産 物 検 索 用 培 地 組 成(%)
グ ル コ ー ス5.0,NH4Cl1.0,KH2PO40.1,
MgSO4.7H200.04>FeSO4.7H200.001,
MnSO4・4H200.001,脱 脂 大 豆 塩 酸 加 水 分 解 物(全 窒 素 と して)0 .048,
ア デ ニ ン0.02,CaCO32.5(別 殺 菌,添 加),試 験 管(17×170mm,
3ml)で30QC,3日 間 振 と う培 養 。
第3章B.subtilisAJ-1993株 の 培 養 液 か ら グ ア ノ シ ン の
分 離 お よ び 同 定
B.subtilisAJ-1993株の培養液200mlか ら活性炭 カ ラム を用 いて グア ノシ ンを分
離 し,再 結晶を繰 り返 して精製 し,210mgの 針状結晶 を得 た。 この結 晶標品 について元素
分析を行 った結果は第2表 の通 りであ り,グ アノ シン2水 和物CloH13N505・2H20
(MW319.286)の 理論値 と一致 した。
第2表B.subtilisAJ-1993
の培 養液か ら分離 した結晶
の元素分析結果 一
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C(ｰo) Hｰo) Nｰo)
分析値 38.04 5.39 21.98
理論値 37.62 5.37 21.93
紫外線吸収曲線(第1図),赤 外線 吸収 曲線,融 点の測定,加 水分解後のペ ーパ ークロマ
トグラフィーによる リボ ースの確 認等の結果 かち,こ の結晶 はグアノシ ンの2水 和物 と同定
し,B.subtnisAJ-1993株の蓄積物は グアノシ ンで あることを確認 した。
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B.subtilisAJ-1993株の培養か ら分離 した結晶の紫外線吸収曲線
第4章 グ ア ノ シ ン 生 産 菌B.subtilisAJ-1993株 の グ ア ノ シ
ン 生 産 条 件 の 検 討
4-1)生 育 には ア デ ニ ンを必 要 と し,8一 ア ザ グア ニ ン(0.08%)に よ り生育
は阻 害 され な い。
4-2)グ アノ シン生産能 を低 下 させない保存法 と して酵母エ キス0.5%,ペプ トン0.5%,
可溶性澱粉3%,寒 天2%よ りな るス ラ ン トを用いて毎月1回 植えつ ぎ,150Cで 保存 す る
方 法を確立 した。
4-3)500ml肩 つ きフラスコを用いて,(1)グ アノシ ン生産 に及ぼす アデニ ン濃度の
影響,(2)無 機お よび有機窒素源添加効果,(3)KH2PO4添 加量 の影響,(4}7ラ スコ内
培 地容積の影響,(引 アデニ ン源 と して抽 出酵母核酸 あるいは乾燥酵母 の添加効果 などにっ
いて検討 し,次 のよ うな培養条件 を設定 した。 また糖 源 と しては澱粉加水分解物を用 いた。
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培地組成(%):糖 源(グ ル コースと して)8,NH4Cl1.5,MgSO4・7H200.04,
MnSO4・4H200.001,FeSO4・7H200.001,
KH2PO40.02,脱 脂大豆塩酸加水分解物(全 窒素 として)0.072,
抽 出酵母核 酸0.12,CaCO3(別 殺菌,植 菌後添加)3.
殺菌前PHを7.0に 調整 し,500m1肩 つ き フラスコに20ml分 注 し,110。C,5分 蒸
気殺 菌 した。 酵母 エキス1%,ペ プ トン1%,食 塩0.5%,寒 天2%よ りなる ス ラン トを用
いて,30。C,24時 間培養 したB.subtilisAJ-1993のスラ ン ト1本 の菌体を フラス
コ4本 に均等 に配分植菌 して,30。Cで3日 間振 とう培養 した。第2図 に示 したよ うに,顕
著な グアノシ ンの蓄積を認 めた。更 に実用化 の可能性 について検討 を行 うため,201発 酵
槽を用いて試験培養を行 った結果・30。C・3日 間 の培養 でグアノ シン5mg/ml以 上を蓄
積 し,フ ラスコでの結果を再現す ることができた。
8
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
、
?
?
?
、
?
??
0
0
、 、
、
、
、
??
、
、
、
?
、
、
、
、
?
、
?
?
、
?
?
?
?
?
?
、
、
、
、
、
?
、
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
グ ア ノ シ ン
?
。
??
?
?
?
?
?
、
?
、
イ ノ シ ン
、
＼/。/。 一 〇
:グ＼
、、9 ・噺一一●
10203040506.070
錯 養 蒔 間(紅r)
o・7ぐ ・
1ミ
0.6
。議
5
。・4婁
禁 、
0.3含
軌2§
督
α1演
0
第2図B.subtilisAJ-1993の 培 養 経 過
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第5章 グ ア ノ シ ン 生 産 菌B.subtiユisAJ-1993の グ ア ノ シ ン
蓄 積 機 構 の 考 察
AJ-1993株 の グアノシ ン蓄 積 機 構 を探 るた め ・ 先ずは じめに各種プ リン塩基か ら
グアノ シンへの変換 について調べた。 すなわ ち,グ アノシ ン生産培地で26時間培養 し,グ ア
ノシンを盛 んに生成 してい る定 常期に入 ったばか りの洗浄菌体を用 いて,各 種 プ リン塩基か
らグアノ シンの生成 量を測定 した。ただ し・ この変換反応は生育およびdenovα合成を抑制
す るため,ア デニ ン源 および窒素 源を除いた反応系で行 った。 尚比較の ため キサ ン トシ ン生
産菌,イノシン生産菌 も併 行 して行 った。第3表 に示すよ うに,グ アノシ ン生産菌 は
5-amino-4-imidazolcorboxamide(AICA),ヒポキサ ンチ ン,キ サ ンチ ン,グ ア
ニ ンの何れか らもグア ノシ ンを生成 し,グ アニン,キ サ ンチ ンか.らは全 くイノシ ンを生成 し
なが った。 これに対 し,イ ノシ ン生 菌苗 はイノシ ンのみを,又,キ サ ン トシン生産菌 はキサ
ン トシ ンとイノシ ンを生成 した。
第3表AJ-1993株,AJr1987株 お よびAJ-1994株 の洗浄菌体 によ る
各種塩基 のプ リンヌク レオ シ ドへの変換
菌 株 栄養要求性と生 産 物
添加 した塩基
(各15mM)
変 換 生 成 量(mM)
グアノ シン イノシ ン キサ ン トシン
AJ-1993
アデニ ン要求
グ ア ノ シ ン
AICA
ヒポキサ ンチ ン
キサ ンチ ン
グアニ ン
4.83.20
5.44.20
&90痕 跡
13,000
AJ-1987
アデニ ン要求
イ ノ シ ン
AICA
ヒポキサ ンチ ン
キサ ンチ ン
グアニ ン
痕 跡6.50
〃13 .20
〃3 .8痕 跡
〃9 .80
AJ-1994
「
アデニ ン要求
キサ ン トシン
AICA
ヒポ キサ ンチ ン
キサ ンチ ン
.グアニ ン
痕 跡4.12.3
〃4 .57.2
〃1 .67.9
〃3 .44.8
痕跡 とは0.2mM以 下であ って,ペ ーパ ー クロマ トグ ラム上紫外線吸収
スポ ッ トは僅か に認あ られ るが信頼 で きる測定値 が得 られ ない程度 を示
す。
1≒れ らの事実か ら,グ アノ シ・生産 劇 まキサ ンチ ン,グ アニ ンか らイノシ ンを全 く生成 しな
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いのでGMPreductaseを欠失 してい るこ と,お よび ヒポキサ ンチ ンか らはイ ノシ ンよ りグ
ァノシンを多 く生成するのでIMPdehydrogenase活性 が強化 されること等が推 定 された。
そこでGMPreductase活性 が欠失 しているかど うかを確認す るため,グ アノ シン生産菌
とイノシ ン生産菌の粗酵素抽 出液を用 いてGMPreductase活性 の検索 を行 った結 果,親 株
のイノ シ ン生産菌 には明 らかに該酵素 活性 が認 め られたが,グ ア ノシン生産菌 には検出で き
なかった(第4表)。 この結果 か ら,グ ア ノシン生産 菌はGMPreductaseを欠 失 した変
異株で あることが判 明 した。
第4表 グアノ シン生産 菌とイ ノシ ン生産 菌の
GMPreductase活性 の比 較
菌 株
培 養 時 間 (hr)
6416 24 42
来GMPreductase 活性
グアノ シン生産 菌 0 0 0 0
イ ノ シ ン 生 産 菌 0.32 0.30 0.34 0.28
(米生成5仁IMPμmo1凶nin/}ng酵 素蛋白 ×102)
酵素活性 の測定法 はB.Magasanikの方法を若干 改変 した。
続 いて グアノシ ン生成 に重要 な役割 を果 してい るIMPdehydrogenase活性 について,粗
酵素抽 出液およびアセ トン乾燥 菌体 を用いてIMPdehydrogenase活性 を検索 した結果,グ
アノ シン生産菌 の該酵 素活性 は,培 養後16～24時間では,イ ノ シ ン生 産菌の活性 の約3倍 で
あ り,発 酵終 期迄 酵素活性 が認め られ るのに対 し,イ ノ シ ン生 産菌の該酵素活性 は42時間以
後 消失 した(第5表)。 この結 果か らグアノシ ン生産 菌のIMPdehydrogenase活性 は明 ら
かに強化 された ことが判明 した。
第5表 培 養経過 によ るIMPdehydrogenase活性 の消長
菌 株
培 養 時 間 (hr)
16 24 42 64
米IMP dehydrogenase活性
グアノ シン生産菌 2.3 2.3 1.2 0.7
イ ノ シ ン生 産 菌 0.7 0.7 o.o o.o
(米生成5∠rXMPμmo1/min/1ng酵素 蛋白 ×102)
酵素 活性 の測定法 はB.Magasanikの方法を若干 改変 した。
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しか しなが ら,グ ア ノシン生産 菌のIMPdehyldrogenase活性は親株 のイノシ ン生産菌
よ り強 化 されたが,5'一GMP、およ び8一 アザ グアニル酸 によ るinhibitionおよ び
repressionは,親株 のIMPdehydrogenaseと同 じ様 に受 けることが判 った。
また,グアノシン生産菌(およびキサントシン生産 菌)は,8-7ザグ陰 ンを8一アザグケノシンに変換す
る リボ シ ド化能が著 しく強化 され ていることを見い 出 した。 この事実 を8一 アザグアニル酸
を分解 して8一 アザ グアノシ ンと して無毒 化 し菌体外 に排泄す る解毒作用 と考 えるな らば,
耐性 獲得 とグアノシ ン蓄積 とは密接 な関係が あると云 える。
以上の実験結果か ら,グ アノシ ン生産菌B.subtilisAJ-1993株では,
IMPdehydrogenase活性の強化 およびGMPredudaseの欠失 によ り細胞 内の5仁GMP
プールが増加 しやす くなり,5!一GMPが ある レベ ルに まで増大する と5一GMPは ヌ ク レ
オチ ド分解酵素 により直ちにグアノ シンへ分解 され,細 胞外 に排泄 され るもの と推 論 した
(第3図)。
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第3図 グアノシン生産菌のプ リンヌクレオチ ド生合成系の推定図
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審 査 結 果 の 要 旨
5"一グアニル酸 ナ トリウムは,5"一 イ ノシソ酸ナ ドリウムやh一 グルタ ミソ酸 ナ トリウムと とも
に広 く調味料 として 利用 されているカ㍉ 工業的生産行程が複雑で,よ り簡単 でかつ安価な製造方法が
望まれていた。 本研究は この問題を打開する 目的で,発 酵法 によ りグアノシソを直接生産す る方法に
ついて研 究を行 った ものである。
著者は,グ アノシン生産菌をB.subtiH5のイソ シソ生 産菌か ら変異株として誘導す ることを試
み,8一 アザグァニン耐性 コロニー中よ り,グ アノシソ生産能を もつた変異株1株 を単離す ることに
成功 した。
つ いで,こ の菌によるグアノシソの生 産条件を詳細に検討 し,204発 酵槽を用い,30℃,3日
間の培 養でグアノシン5卿/雇 以上 を蓄積 させる条 件を定め,い わゆるグアノシソ発酵の基礎 を確立
した。 この ように発酵法 によ りグアノシンを多量に直接 蓄積 させ ることに成功 したのは本研 究が最 初
の例であ り,こ の結果は直ちに工業的なグアノシソの生産に応用され,現 在本方法を基礎 として多量
のグアノ シンが製造 されている。
著者 はさらに,グ アノ シソ蓄積の機構について,関 連す る代謝系の酵素活性の面か ら検討 を行 った。
(}MPreductaseについて親株のイノ シγ生産 菌では明 らかにこの酵素活性を認めたが,グ アノシ
ン生産菌では認められず,GMPreductaseを欠失 して同ることを見出した。 また,グ アノ シン生
成に重 要な役割を果 しているIMPdehydrogenase活性につ いて検索 し,グ アノシン生 産菌は親
株のイノシン生産菌の約『.倍に強化さμてい為ことを明らかにした。
これ らの実験結果か ら,著 者は,グ ア ノシソ生 産菌では,IMPdehydrogenaseの強化お よび
GMPreductaseの欠失によ り細胞内の5化GMPプ ールが増加 しやす くな り,5仁GMPが ある レ
ベルにまで増大す ると54-GMPは グアノイ1シソへ分解され,細 胞外に排泄 され るものと推論 した。
以上 の如く 、本論文は グアノシンを発酵に1よ、り製造する方法 を開発 した点で応 用面でも役立つこと
の多いものであ るが,ま た,グ アノシンの蓄積機構を酵 素化学 的に解析 した点で生物化学の分野に も
益するところ猷 きく・酵 眼 学博士r難 蝦 与するの統 分なも㊧と半掟 する・
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